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(54) Bezeichnung: ALPHA l-ANTTTRYPSIN-PRAPARATION SOWIE VERFAHREN ZU DEREN HERSTELLUNG 



(57) Abstract 



The invention relates to a native chromatographically purified orl-AT preparation, having a purity of at least 0.7 PE/mg protein and 
a relative plasma a l-AT activity of at least 120 %. The active-inactive al-AT ratio is greater than in plasma. The invention also relates 
to a method for producing said preparation and to the use of a carrier material, e.g. an inorganic carrier material such a hydroxylapatite, to 
separate active a l-AT from inactive a l-AT. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird eine native, chromatographisch gereinigte a 1-AT-Praparation, die eine Reinheit von wenigstens 0,7 PE/mg Protein 
und eine relative Plasma-a l-AT-Aktivitat von mindestens 120 % aufweist. Das Verhaltnis von aktivem zu inaktivem al-ATist grflBer als 
in Plasma. Desweiteren wird ein Verfahren zur Herstellung dieser Prftparation beschrieben sowie die Verwendung eincs Tragermaterials, 
beispielsweise eines anorganischen Tragermaterials, wie Hydroxylapatit, zur Trcnnung von aktivem al-AT von inaktivem al-AT. 
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Alpha 1 -Antitrypsin- Praparat ion sowie 
Verfahren zu deren Herstellung 

Die Erfindung betrifft Alpha 1 -Antitrypsin- Praparat ionen, Ver- 
fahren zu deren Herstellung sowie Verwendungen dieser Prapara- 
tionen. 

Alpha- 1 -Antitrypsin (al-AT) ist ein in Plasma vorkommendes Pro- 
tein, welches auf Grund seiner strukturellen und f unktionellen 
Eigenschaf ten in die Superfamilie der Serpine eingeordnet wird 
( Ser ine protease inhibitors) . Auf Grund seiner Serinprotease 
inhibierenden Wirkung ist al-AT auch unter dem Namen al -Pro- 
teinase- Inhibitor bekannt . al-AT ist fur ungefahr 90 % der tryp- 
tischen Inhibitionskapazitat von Norma lplasma verantwortlich, 
weshalb es oft auch als Haupt- Plasma -Serpin (Major plasma 
serpin) bezeichnet wird. Von besonderer physiologischer Bedeu- 
tung ist die inhibitorische Aktivitat des al-AT bezuglich der 
Elastase. 

al-AT ist primar ein Schutzprotein, wodurch Zellen von freige- 
setzten proteolytischen Enzymen geschiitzt werden sollen. Es wird 
in der Leber synthetisiert und ins Plasma sekretiert, worin es 
eine Halbwertszeit von ungefahr 6 Tagen hat. Die normale Plasma - 
konzentration von al-AT betragt 1,3 g/1. 

al-AT ist ein relativ kleines und polares Molekul, welches 
schnell in die Zellf liissigkeiten gelangt und dort wirken kann. 
Menschliches al-AT besteht aus einer einzigen Polypeptidkette 
mit 3 94 Aminosaureresten mit drei Glykosylierungspos it ionen an 
den Asparaginresten der Positionen 46, 83 und 247. Wahrend an 
Asparagin 46 und 247 sowohl zwei- als auch drei-antennige sia- 
lysierte Kohlehydrat -Seitenketten vorhanden sind, ist an Aspa- 
ragin 83 nur eine sialysierte bi-antennige Seitenkette vorhanden 
(Carrell et al . , Nature 298 (1982), 329-334). 

Die Proteinkette von al-AT kommt in zwei Formen im Plasma vor, 
wobei in der einen Form ein N-terminales Pentapeptid entfernt 
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Aufgrund dieser Kohlehydrat-Seitenketten, aber auch aufgrund der 
moglichen Pentapeptid-Entf ernung kommt es zu einer recht ausge- 
pragten Mikroheterogenitat , welche sich in ein und demselben In- 
dividuum auch andern kann. So kommt es vor, daiS erhebliche Ande- 
rungen in den Proportionen dieser Isoformen der al-AT-Molekule 
wahrend Entzundungen oder Ostrogenverabreichungen vorkommen, was 
wahrscheinlich darauf zuruckzufuhren ist, da£ aufgrund der 
StreSs ituat ion die teilweise desialysierten Formen bevorzugter 
abgebaut werden, urn schneller wieder zu normalen Plasma-Levels 
zu kommen (Patterson, Comp. Biochem. Physiol- 100 B (3) (1991) , 
439-454) . 

Die Serinprotease inhibierende Wirkung von al-AT ist auf die 
Formation von stabilen 1 : 1-Komplexen zwischen al-AT und der 
Zielprotease zuruckzufuhren. al-AT wirkt daher als eine Art 
"Suizidsubstrat" , mit welcher die weitere Proteasereaktion der 
Serinprotease unterbunden wird. Die Wirkung von al-AT wird vor 
allem von f reigesetzten Radikalen inhibiert, die ebenfalls im 
Zuge von Entzundungen entstehen. Physiologisch dient diese Oxi- 
dationslabilitat wahrscheinlich dazu, in der unmittelbaren Umge- 
bung der Entziindung die Enzym- inhibierende Aktivitat von al-AT 
zu unterbinden, so dafi Proteasen, wie Elastase und Kathepsin G 
ihre voile Wirkung bei der Bekampfung beispielsweise entziin- 
dungsauslosender Bakterien entfalten konnen. 

Die Oxidationslabilitat von al-AT ist jedoch vor allem dort 
nachteilig, wo das al-AT bzw. die Flussigkeit, die al-AT ent- 
halt, exponiert wird, wie z.B. in den Fliissigkeiten des Respira- 
tionstraktes . So wird das elastische Gewebe der Lunge vor Ober- 
f lachenangrif f en im wesentlichen von zwei Inhibitoren geschiitzt, 
dem humanen sekretorischen Leukozyten-Proteaseinhibitor , der 
hauptsachlich im oberen respiratorischen Trakt zu finden ist, 
und al-AT, welches vorwiegend im unteren respiratorischen Trakt 
vorkommt . Obwohl normalerweise mehr als genug inhibitorische 
Kapazitat fur die Verteidigung des unteren Respirationstraktes 
vorhanden ist, kann es bei ubermaSiger Exposition an freie Radi- 
kale, wie z.B. bei starkem Rauchen, zu Problemen kommen (die in- 
hibitorische Kapazitat von al-AT ist bei starken Rauchern unge- 
fahr halbiert) . 
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Mittlerweile sind uber 70 qualitative und quantitative Varianten 
von menschlichem al-AT bekannt, die als autosomal co-dominante 
Allele vererbt werden, wobei davon ausgegangen wird, dafi unge- 
fahr 10 % (J) der europaischen Bevolkerung Trager einer patholo- 
gischen Variante von al-AT sind. Auch al-AT-Def izienzen sind be- 
kannt und relativ weit verbreitet. Die bemerkenswertesten patho- 
logischen Befunde im Zusammenhang mit der al-AT-Genvarianz sind 
eine relativ fruh beginnende degenerative Lungenerkrankung sowie 
eine schwere Lebererkrankung. Daneben werden aber auch Nierener- 
krankungen, Arthritis und maligne Erkrankungen mit einer al-AT- 
Genvarianz in Verbindung gebracht . Vor allem bei der Lungener- 
krankung ist sicher, dafi diese direkt auf den jeweiligen Plasma- 
level von 0(1 -AT zuruckzufuhren ist, welcher wegen der kumulier- 
ten proteolytischen Beschadigung einen Verlust der Lungenelasti- 
zitat bewirkt. So ist ein starker Raucher mit einem homozygoten 
orl-AT-Mangel doppelt gefahrdet und hat ein hohes Risiko, eine 
schwere Emphysemie bereits im Alter von unter 40 Jahren zu ent- 
wickeln. Gegeniiber dem nichtrauchenden Homozygoten hatte er eine 
urn 20 Jahre verkiirzte Uberlebenszeit . 

In Plasma kommt das orl-AT sowohl in aktiver als auch in inakti- 
ver Form vor (siehe beispielsweise Pajdak W. et al . , Folia 
Histochemica et Cytobiologica, Vol. 24 (1986) , S. 169-172) . 

Es sind eine Reihe von Herstellungsverf ahren fur al-AT bekannt, 
welche die f raktionierte Fallung von Plasma mit Polyethylengly- 
kol 4000, aber auch die Aufbereitung von verschiedenen Plasma- 
fraktionen ( Conn- Frakt ion IV-l-Prazipitat oder Kistler und 
Nitschmann-Uberstand A oder A+l) umfafit (Feldman und Winkelman, 
Blood Separation and Plasma Fractionation (1991), Wiley-Liss, 
Inc. , S. 341-383) - 

Bei weitergehenden Reinigungen wurden die betreffenden Blutfrak- 
tionen beispielsweise mit DEAE-Zellulose gereinigt (Basis et al . 
(Vopr. Med. Khim. 33 (1) (1987), 54-59)), mit Af f initatschroma- 
tographie-Materialien oder mit Kationenaustauscher-Chromatogra- 
phie-Materialien (EP-0 698 615-A1) behandelt. 



Basis et al. beschreiben ein Verf ahren zur Aufreinigung von 
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al -AT durch Ammoniumsulf atf allung von Plasma und anschliefiender 
DEAE-Zellulose-Chromatographie und Hydroxylapatit-Chromatogra- 
phie. Dieses Verfahren wurde standig in Gegenwart von Mercapto- 
ethanol, welches das Protein gegeniiber Oxidation S-haltiger 
Gruppen schutzen soli, vorgenomtnen . al-AT wird nach der 
Hydroxylapatit-Chromatographie in zwei Fraktionen gewonnen, je- 
doch werden die beiden Proteine, al-AT und Albumin, nicht voll- 
standig aufgetrennt. 

Im Zuge der Vorarbeiten zur vorliegenden Erfindung wurde nun 
festgestellt , daS es mit alien herkommlichen Herstellungsverf ah- 
ren, insbesondere aber auch bei den Verfahren gemaS Basis et al, 
und gemafi der EP-0 698 615-A1, nicht gelungen ist, das konstitu- 
tiv in Plasma mit dem aktiven al-AT vorkommende inaktive eel -AT 
vollstandig abzutrennen bzw. eine Preparation unter Erhalt akti- 
ver Isomere herzustellen . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher, ein Verfahren zur 
Verfugung zu stellen, mit welchem eine al -AT- Preparation gewon- 
nen werden kann, in der das Verhaltnis von aktivem al-AT zu in- 
aktivem al-AT zugunsten von aktivem al-AT verbessert wird, d.h., 
mit welchem inaktives al-AT selektiv von aktivem al-AT abge- 
trennt werden kann. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, 
eine gegeniiber den herkommlichen Praparaten verbesserte al-AT- 
Praparation zur Verfugung zu stellen. 

Den Gegenstand der vorliegenden Erfindung bildet daher eine Pre- 
paration auf Basis von nativem, chromatographisch gereinigtem 
al-AT, welche eine Reinheit von wenigstens als 0,7 PE/mg Protein 
und eine relative Plasma-al-AT-Aktivitat von mindestens 120 % 
auf weist . 

Die relative Plasma-al-AT-Aktivitat ist definiert als das Ver- 
haltnis von aktivem zu inaktivem al-AT, wobei dieses Verhaltnis 
in Plasma mit 100 % relativer Plasma-al-AT-Aktivitat angenommen 
wird. Fur die erf indungsgemalS zur Verfugung gestellten Prapara- 
tionen liegt diese relative Plasma-al-AT-Aktivitat vorzugsweise 
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uber 130 %, noch bevorzugter uber 140 %, insbesondere tiber 
150 %. In besonderen Fallen liegt die relative Plasma-al-AT- 
Aktivitat auch uber 160 %. Bei den erf indungsgemafien Produkten 
ist aufgrund deren Reinheit das enthaltene Protein annahernd mit 
dem al-AT-Protein gleichzusetzen, wodurch die relative Plasma - 
al-AT-Aktivitat in einfacher Weise zu berechnen ist. 

al-AT liegt in Blut bzw. Serum zu einem gewissen Anteil immer 
auch in inaktiver Form vor, d.h. es besitzt praktisch keine 
Elastase hemmende Aktivitat, ist aber noch immunreaktiv. Die Ge- 
samtmenge an (aktivem und inaktivem) al-AT kann mit alien gangi- 
gen Methoden bestimmt werden, z.B. Antigen -quant if izierende 
immunologische Methoden, wie ELISA. 

Die Ursachen fur das Vorliegen von inaktivem al-AT konnen man- 
nigfaltig sein, beispielsweise kann al-AT aufgrund einer Spal- 
tung des Molekuls oder aufgrund von Storungen in der Kon- 
formation inaktiv sein. 

Da norma lerweise im Blut bzw. Serum bis zu 20 % inaktives al-AT 
vorhanden sein konnen und dieses mit herkommlichen Methoden 
nicht abgetrennt werden konnte, stellt die erf indungsgemafee Pre- 
paration einen wesentlichen Fortschritt gegemiber herkommlichen 
al-AT-Praparaten, in denen bislang immer der inaktive Anteil 
"mitgeschleppt " worden war, dar. Wie erwahnt, liegt die Konzen- 
tration von al-AT in Normalplasma bei 1,3 g/1, womit sich eine 
spezifische Aktivitat von 0,77 PE (Plasmaeinheiten, bestimmt im 
Elastase-Hemmtest , siehe Beispiel 3) /mg ergibt. 

Das erf indungsgemafie al-AT-Praparat enthalt vorzugsweise wenig- 
stens das isomer mit einem pi -Wert zwischen 4,3 und 4,4. 

Es hat sich namlich iiberraschenderweise gezeigt, dafi gerac^e auf- 
grund der Anwesenheit dieses Isomers die Aktivitat des al-AT 
sehr hoch ist. Da das Isomer mit einem pi -Wert zwischen 4,3 und 
4,4 aufgrund seiner aziden Natur in den im Stand der Technik be- 
schriebenen Verfahren zur Gewinnung von al-AT immer zusammen mit 
Albumin von der zu gewinnenden al-AT-Fraktion abgetrennt worden 
ist, finden sich in keinem al-AT-Praparat bislang nennenswerte 
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Anteile an diesem Isomer. Im Zuge der vorliegenden Erfindung 
wurde jedoch die Relevanz gerade dieses Isomers bezviglich der 
Aktivitatsausbeute erkannt und es werden daher erf indungsgemafc 
im Herstellungsverf ahren bevorzugterweise nur Schritte vorge- 
sehen, die eine Abtrennung dieses Isomers vom ubrigen al-AT 
nicht oder nur zu einem unwesentlichen Teil erlauben, sodafi auch 
der GroSteil dieses sauren Isomers im Endpraparat vorhanden ist . 

Die Isomerenverteilung der bevorzugten Preparation entspricht 
also der des nativen Proteins, insbesondere dem Protein, das aus 
einem Plasmapool erhaltlich ist. Insbesondere entspricht die 
Isomerenverteilung der erf indungsgemafcen al -AT- Preparation bei 
Sichtbarmachung durch isoelektrische Fokussierung (IEF) einem 
Quadruplet t-Bandenmuster . 

Die IEF wird insbesondere mit dem von Pharmacia erhaltlichen Gel 
Ampholine PAG plate IEF™ (pH 4,0 - 6,5 oder pH 4,0 - 5,0) ent- 
sprechend der von Pharmacia gegebenen Vorschrift unter Verwen- 
dung von IEF-Markern der Firma Sigma (IEF Mix 3,6 - 6,6) durch- 
gefiihrt . 

Das Isomer mit einem pl-Wert zwischen 4,3 und 4,4 entspricht da- 
bei der sauersten Bande . Dieses Isomer fehlt aber gerade bei 
reinen bzw. hochreinen al-AT-Praparationen ganzlich bzw. ist es 
nur in einem geringen Ausmafi unterhalb der Nachweisgrenze ent- 
halten. 

Die erf indungsgemafie arl -AT -Preparation weist insbesondere eine 
hohe Reinheit auf, beispielsweise eine Reinheit von mehr als 0,8 
PE/mg, bevorzugterweise eine Reinheit von mehr als 0,9 PE/mg, am 
meisten bevorzugt von mehr als 1 PE/mg. Es .hat sich sogar ge- 
zeigt, dafc erf indungsgemaS Reinheiten von uber 1,1 PE/mg, insbe- 
sondere von uber 1,2 PE/mg, erzielbar sind. 

Die erf indungsgemaSe Preparation enthalt dabei ublicherweise we- 
niger als 10 %, vorzugsweise weniger als 5 %, insbesondere weni- 
ger als 2 % inaktives al-AT. 

Es ist gemafi der vorliegenden Erfindung auch moglich, ein al-AT- 



WO 98/56821 



PCT/AT98/00130 



- 7 - 

PrSparat zur Verfiigung zu stellen, welches im wesentlichen frei 
ist von inaktivem al-AT. 

Das Verhaltnis von aktivem al-AT zu inaktivem al-AT ist in der 
erf indungsgemafien Preparation erhdht, insbesondere ist es hoher 
als jenes in humanem Normalplasma . Es ist also gemafi der vorlie- 
genden Erfindung moglich, ein hyperaktives bzw. als naszent zu 
bezeichnendes al-AT zu erhalten. 

Unter Normalplasma ist gemaS der vorliegenden Erfindung ein be- 
ziiglich des Gehaltes an aktivem al-AT standardisiertes Plasma zu 
verstehen. Die Standardisierung, also die Bestimmung von aktivem 
al-AT kann mittels hierfur gangiger Methoden erfolgen. Bei- 
spielsweise mittels Hemmung der Elastase- bzw. Trypsinaktivitat . 

Die erf indungsgemaiSe Preparation hat dabei gegenuber den Prapa- 
rationen gemaS dem Stand der Technik den wesentlichen vorteil, 
dafi das insbesondere zur pharmazeutischen Verabreichung vorge- 
sehene Praparat durch den niedrigeren Gehalt an inaktivem al-AT 
hinsichtlich seiner Wirksamkeit sehr viel definierter ist als 
die bekannten Praparate, was besonders bei medizinischer Verwen- 
dung von enormen Vorteil ist. 

Bevorzugterweise wird ein konservierendes al-AT zur Verfiigung 
gestellt, bei welchem die Verwendung von Oxidationsstabilisato- 
ren, wie /3-Mercaptoethanol, vermieden werden kann. "Konservie- 
rend" bedeutet daher im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dafi 
das al-AT auch ohne die Anwesenheit von Oxidationsstabilisato- 
ren, wie j3-Mercaptoethanol, ausreichend stabil ist, was insbe- 
sondere angesichts der bekannten groSen Oxidationslabilitat von 
al-AT besonders uberraschend war. 

Die erf indungsgemafie Preparation kann ausgehend von Blut, Plas- 
ma, Serum, oder Fraktionen derselben, aber auch ausgehend von 
Zellkulturen, insbesondere rekombinanten Zellkulturen, oder 
Zellkulturuberstanden hergestellt werden. 

Bevorzugterweise ist der Monomergehalt der erf indungsgemafien 
Preparation mindestens 95 %, vorzugsweise mindestens 98 %. 
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Eine bevorzugte Ausfiihrungsf orm des erf indungsgemaSen Praparates 
besteht darin, daiS die Preparation nicht nur hinsichtlich des 
Gehaltes an aktivem al-AT verbeBsert ist, sondern daS sie auch 
in hoher Reinheit vorliegt, beispielsweise von mindestens 90 % 
(mg/mg Protein) . 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch eine pharmazeuti- 
sche Preparation, enthaltend die erf indungsgemaSe al-AT -Prepara- 
tion, gegebenenf alls mit pharmazeutisch annehmbaren Hilfssub- 
stanzen, wie Puffer, Stabilisatoren, Adjuvantien, Antioxidan- 
tien, Salzen oder Exzipienten. 

Da die vorliegende Preparation hauptsachlich im pharmazeutischen 
Bereich eingesetzt werden soil, besteht eine bevorzugte Ausfiih- 
rungsf orm darin, dafi die Preparation zur Inaktivierung gegebe- 
nenf alls vorhandener Pathogene behandelt ist. Gunstigerweise 
wird die Preparation in einer laberstabilen Form zur Verfugung 
gestellt, vorzugsweise als Lyophilisat oder als (tiefgef rorene) 
Losung, insbesondere als eine Losung, welche zur i . v. -Verabrei- 
chung, als Aerosol oder als Spray geeignet ist. Die Preparation 
kann auch mit Liposomen bzw. Phospholipiden oder anderen mikro- 
oder nanopartikularen Formen assoziiert vorliegen, was bei be- 
stimmten Applikationsf ormen vorteilhaft ist. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ebenfalls ein Verfah- 
ren zur Herstellung des erf indungsgemafien al-AT-Preparates durch 
Reinigung einer orl-AT enthaltenden Fraktion, welche vorzugsweise 
aus einem humanen Plasmapool mittels Adsorptionschromatographie 
derart erhaltlich ist, daS al-AT adsorbiert, gegebenenf alls in- 
aktives al-AT abgetrennt wird und aktives al-AT in einer Frak- 
tion durch Eluieren gewonnen wird. 

Unter Adsorptionschromatographie ist gemaS der vorliegenden Er- 
findung eine solche Chromatographic zu verstehen, bei der das 
al-AT an das Chromatographiematerial adsorbiert (gebunden) wird. 
SchlieSlich kann durch Elution die gewiinschte Fraktion gewonnen 
werden. 

Fur die Adsorptionschromatographie kann beispielsweise ein anor- 
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ganisches Chromatographiematerial , wie z.B. Hydroxy lapat it , be- 
vorzugterweise keramisches Hydroxy lapat it , eingesetzt werden. 
Die Adsorptionschromatographie kann aber auch an einem Anionen- 
austauscher, bevorzugterweise in Gegenwart eines Detergens, 
durchgefuhrt werden. 

Als Anionenaustauscher werden bevorzugterweise Materialien auf 
Basis von Kohlenhydraten oder Vinylpolymeren eingesetzt, die 
sich in der Laborarbeit und industriellen Anwendung bewahrt ha- 
ben, insbesondere kommerziell erhaltliche Produkte, wie bei- 
spielsweise DEAE-Sephacel® , DEAE-Sephadex® , DEAE-Sepharose® 
CL6B, DEAE-Sepharose® Fast Flow, QAS-Sephadex® , Q-Sepharose® 
Fast Flow, Q-Sepharose Big Beats®, Q-Sepharose® High Performance 
(Fa. Pharmacia); DEAE-Trisacryl , DEAE-Spherodex®, Q-Hyper-D® 
(Fa. Sepracor) ; DEAE-Toyopearl® , QAE-Toyopearl® , Toyopearl 
Super-Q® (Fa. Tosohaas) ; Fractogel®-EMDT, -TMAE oder andere 
Fractogelmaterialien, Licrospher 1000 TMAE®, Licrospher 1000 
DEAE® und Licrospher 4000 DMAE® (Fa. Merck) ; Macroprep DEAE®, 
Macroprep Q® (Fa. BioRad) ; Protein PAK DEAE® (Fa. Waters), wobei 
die Behandlung mit einem starken Anionenaustauscher, z.B. Q- 
Sepharose besonders bevorzugt ist. Die genauen Bedingungen, bei 
welchen die Gewinnung von aktivem al-AT erfolgt, konnen je nach 
Austauschermaterial schwanken; diese sind aber fiir den Fachmann 
fur das jeweilige Material in Kenntnis der vorliegenden Erfin- 
dung leicht und ohne groSen Auf wand zu ermitteln bzw. zu opti- 
mieren. 

Bevorzugterweise wird das Ausgangsmaterial bei bzw. vor der Ad- 
sorptionschromatographie nicht bzw. nur fiir sehr kurze Zeit 
(z.B. wenige Minuten) inkubiert. Die Adsorptionschromatographie 
bzw. Gewinnung des al-AT erfolgt insbesondere unter solchen Be- 
dingungen, daI5 das Isomer mit einem pl-Wert zwischen 4,30 und 
4,40, insbesondere zwischen 4,34 und 4,39, erhalten bleibt„ und 
besonders bevorzugt derart, daS das Spektrum aktiver Isomere 
auch wahrend bzw. nach der Reinigung bzw. Behandlung erhalten 
bleibt. Diese Bedingungen sind durch Ausprobieren von verschie- 
denen Elutionspuf f em fiir die jeweils verwendeten Adsorptions- 
materialien fiir den Fachmann leicht optimierbar, da das Isomer 
mit einem pi -Wert zwischen 4,3 und 4,4 bzw. Fraktion, in der 
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dieses Isomer enthalten ist, leicht durch IEF delektierbar ist. 
Hierbei muS insbesondere darauf geachtet werden, daS dieses 
saure Isomer nicht mit Albumin abgetrennt wird. Dies ist fur den 
Fachmann jedoch ohne weiteres, z.B. mit Gelelektrophorese bzw. 
IEF-Uberpriifung der eluierten Fraktionen . (und der Detektion von 
saurem ofl-AT und Albumin) , moglich. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird keine Chroma- 
tographie an einem Kationenaustauscher durchgefuhrt , insbesonde- 
re keine Kationenaustauscher-Chromatographie bei niedrigem pH- 
Wert . 

Unter einem Detergens (Tensid) ist ublicherweise eine grenzfla- 
chenaktive organische Substanz zu verstehen, insbesondere orga- 
nische Syntheseprodukte . Erf indungsgemafi werden vorzugsweise 
nichtionische Detergentien verwendet, wie Polyether, insbeson- 
dere Alkyl-, Phenol-, Polyglykolether , Produkte der Ethoxylie- 
rung von Fettsauren, Fettsaureamiden, Fettaminen, Fettalkoholen, 
Aminoxiden, Fettsaureester von Polyalkoholen und Zuckerestern. 
Das Detergens (Tensid) wirkt insbesondere auf Proteine nicht 
denaturierend. Besonders bevorzugt ist fur die Zwecke der vor- 
liegenden Erfindung ein Tensid aus der Gruppe der Polysorbate 
(z.B. Tween) und ein Tensid aus der Triton® -Gruppe . 

Der Adsorptionschromatographie kann beim erf indungsgemafien Ver- 
fahren gemafi einer bevorzugten Ausfiih rungs form eine weitere Be- 
handlung, wie z.B. eine Fallung, Filtration, Gelf iltration, Be- 
handlung mit einem anorganischen Tragermaterial Oder eine chro- 
matographische Reinigung vor- oder nachgeschaltet sein. Als be- 
vorzugtes anorganisches Tragermaterial hat sich dabei Hydroxyl- 
apatit herausgestellt, wobei keramisches Hydroxylapatit beson- 
ders bevorzugt wird. In einer weiteren bevorzugten Ausfxihrungs- 
form wird die Adsorptionschromatographie an einem Anionenaus- 
tauscher, vorzugsweise in Gegenwart eines Detergens, mit einer 
Adsorption an Hydroxylapatit kombiniert. 

Im Zuge der Arbeiten zur vorliegenden Erfindung hat sich uber- 
raschenderweise herausgestellt, daS es unter besonderen Umstan- 
den moglich ist, auch durch die Behandlung mit anorganischen 
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Materialmen, wie Hydroxylapatit , eine Trennung von aktivem al -AT 
von inaktivem ofl-AT herbeizufuhren. Dieser Effekt tritt dann 
besonders hervor, wenn das al-AT bereits wesentlich von Albumin 
abgetrennt ist. 

Daher ist auch die Behandlung einer vorgereinigten al-AT-Prapa- 
ration mit dem anorganischen Tragermaterial, insbesondere mit 
Hydroxylapatit, alleine geeignet, eine erf indungsgemaJSe Prepara- 
tion herzustellen. Bevorzugterweise wurde aus dem Ausgangsmate- 
rial Albumin bereits vorher zu einem hohen Prozentsatz entf ernt . 
Die Abtrennung des aktiven otl-AT erfolgt bevorzugterweise durch 
f raktionierte Elution. Die Behandlung mit Hydroxylapatit stellt 
bevorzugterweise den terminalen Reinigungsschritt dar. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, da£, obwohl al -AT be- 
kanntermafien extrem oxidationslabil ist, das erf indungsgemafie 
Verfahren auch ohne Anwendung von 0-Mercaptoethanol oder anderen 
Oxidationshemmern durchgefuhrt werden kann, die speziell bei der 
Herstellung von pharmazeutischen Praparaten zu vermeiden sind. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren wird daher bevorzugterweise in 
Abwesenheit von 0-Mercaptoethanol oder anderen Oxidationsstabi- 
lisatoren durchgefuhrt, d.h., es werden keine Puffer verwendet, 
die einen derartigen Stabilisator enthalten. 

Das Ausgangsmaterial stammt bevorzugterweise von einem Plasma - 
pool, insbesondere einem solchen, der sich aus Blutspenden von 
al-AT-normalen Individuen ergibt. Fur das erf indungsgemafie Ver- 
fahren werden bevorzugterweise Plasma oder eine Plasmaf raktion 
verwendet, insbesondere eine an Albumin abgereicherte Ausgangs- 
f raktion, vorzugsweise ein Cohn V-Niederschlag, entsprechend im 
wesent lichen einer Cohn IV A-Fraktion (gemaS Cohn, Review 28 
(1941) , 395-417) . In einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form 
wird von einer vorgereinigten Fraktion ausgegangen, beispiels- 
weise kann von einem kommerziell erhaltlichen Praparat, wie 
Prolastin, ausgegangen werden. 

Beim erf indungsgemafien Verfahren wird auch vorzugsweise ein 
Schritt zur Inaktivierung bzw. Abreicherung von gegebenenf alls 
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vorhandenen Pathogenen durchgef uhrt . Diese Inaktivierungs-/Ab- 
reicherungsbehandlung wird vorzugsweise durch eine Tensid- und/ 
oder Hitzebehandlung gewahrleistet , beispielsweise einer Hitze- 
behandlung in festem Zustand, insbesondere einer Damp f be hand lung 
gema£ der EP-0 159 311 oder der EP-0 519 901 oder der 
EP-0 674 531, aber auch rait organischen Losungsmitteln und/oder 
Detergentien, wie z.B. gemafi der EP-0 131 740 und EP-0 050 061. 

Weitere Behandlungen zur Inaktivierung von Viren bzw. Pathogenen 
urafassen auch die Behandlung mit chemischen oder chemisch/physi- 
kalischen Methoden, z.B. mit chaotropen Stoffen gemafi der WO 
94/13329 oder DE-44 34 538 oder eine Photoinaktivierung . 

Eine Bestrahlung oder Nanof iltration stellen bevorzugte physika- 
lische Verfahren zur Abreicherung von Viren im Rahmen der vor- 
liegenden Erfindung dar. 

Das erf indungsgemafie Verfahren wird vorzugsweise derart konzi- 
piert, daS dabei auch die Gewinnung von anderen Proteinen mog- 
lich ist, insbesondere die Gewinnung von Transferrin, Albumin, 
Orosomucoid und Apolipoprotein, welche dann in einer weiteren 
Fraktion der erf indungsgemaSen chromatographischen Behandlungen 
gewonnen werden konnen. Die genauen Bedingungen konnen fur jedes 
Chromatographiematerial von einem Fachmann in Kenntnis der vor- 
liegenden Erfindung leicht ermittelt bzw. optimiert werden. 

Der pH-Wert bei der Durchfuhrung des erf indungsgemafien Verfah- 
rens, insbesondere bei der Elution, liegt vorzugsweise zwischen 
5,5 und 8,0, insbesondere urn 6,5-6,8. Es hat sich auch gezeigt, 
dafi bei der Durchfuhrung des erf indungsgemaSen Verfahrens die 
Verwendung eines Puffers mit einer Ionenstarke entsprechend 
10 mM an Phosphat gunstig ist. 

Gemafc einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung 
die Verwendung eines Tragermaterials zur Trennung des inaktiven 
al - AT von aktivem oil -AT . Als festes Tragermaterial zur Adsorp- 
tion und Trennung wird vorzugsweise ein anorganisches Tragerma- 
terial, wie Hydroxylapatit , verwendet oder ein Anionenaustau- 
scher in Gegenwart von einem Detergens, insbesondere Q-Sepharose 
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in Gegenwart von Tween, in einer weiteren bevorzugten Ausfuh- 
rungsform. 

Die vorliegende Erfindung wird an Hand der nachf olgenden Bei- 
spiele, auf die sie jedoch nicht beschrankt .sein soil, naher 
erlautert , 

Beispiele: 

Beispiel 1: Reinigung von al-AT aus Cohn V-Niederschlag 

(derzeit nach Ansicht der Anmelderin der 
beste Weg zur Ausftihrung der Erfindung) 

Der Cohn V-Niederschlag wird mit dem dreifachen Gewicht an A- 
Puffer (1,2 g/1 Na 2 HP0 4 x 2 H 2 0 = 6,74 mM, 10 g/1 NaCl = 171 mM, 
pH 7,0 mit 96 % Essigsaure gestellt) 4 bis 6 Stunden bei 4°C 
durch Riihren suspendiert. Danach wird al-AT aus dieser truben 
Suspension mit 17,5 % Ethanol Endkonzentration bei 6°C iiber 
Nacht gefallt. 

Der abzentrifugierte Niederschlag wird mit dem 24-fachen Gewicht 
10 mM Tris-HCl, pH 10,4 (mit 6 M NaOH gestellt) eine M Stunde 
bei Raumtemperatur und anschlieiSend 1,5 Stunden bei 40°C ge- 
ruhrt, danach der pH auf 6,5 gestellt und durch ein CUNO 50SA- 
Filter geklart. Dem Filtrat werden 15 % v/v Tween 80 zugesetzt 
und 2 Stunden bei 26°C geruhrt . 

Die erhaltene Losung wird auf eine, mit Q-Sepharose® Fast Flow 
(Pharmacia) gefullte und mit 25 mM Natriumphosphatpuf f er , pH 
6,5, aquilibrierte Chromatographiesaule , entsprechend 10 mg Pro- 
tein pro ml Gel (etwa 2 Saulenvolumen) aufgetragen, mit 2,5 Sau- 
lenvolumen 25 mM Natriumphosphatpuf f er , pH 6 , 5 (eluiert dabei 
groSteils Tween® 80) und weiters mit 3 Saulenvolumen 60 mM 
Natriumchlorid in 25 mM Natriumphosphatpuf fer, pH 6,5 (eluiert 
Transferrin) , gewaschen. 

Durch Elution mit 3 Saulenvolumen 100 mM Natriumchlorid in 25 mM 
Natriumphosphatpuf fer, pH 6,5, erhalt man die al-AT enthaltende 
Fraktion mit etwa 0,40 bis 0,60 Plasmaeinheiten (PE) ctl - AT pro 
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mg Protein, wobei die Aktivitat durch Hemmung von Elastase gemaS 
Beispiel 3 bestimmt wurde (1 PE al-AT entspricht etwa 1,3 mg 
reinem al-AT) . 

Mit 3 Saulenvolumen 125 mM Natriumchlorid in 25 mM Natriumphos- 
phatpuf fer,, pH 6,5, konnen dann noch hauptsachlich Serumalbumin 
und weitere Plasmaproteine eluiert werden und mit 1 bis 2 M 
Natriumchlorid in 25 mM Natriumphosphatpuf f er , pH 6,5, inaktives 
al-AT (praktisch keine Elastasehemmung, aber immunreaktives al- 
AT) und die rest lichen Verunreinigungen. 

Die al-AT enthaltende Fraktion wird mit einer Ultraf iltrations- 
membran (AusschluSgrenze 30 000 Dalton) etwa 30-fach konzen- 
triert und mit 0,15 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0 « 0,5 mM, diafil- 
triert . 

Das erhaltene Diaf iltrat wird anschlieSend lyophilisiert . Das 
lyophilisierte Pulver wird auf einen Restwassergehalt von 7,5 
+/- 0,5 % befeuchtet und der S-TIM 4-Behandlung gemaS der EP-0 
159 311 unterzogen (10 Stunden bei 60 °C und 1 Stunde bei 8 0 °C) . 

Das behandelte Pulver wird in 10 mM Natriumphosphatpuf fer, pH 
6,8, zu etwa 10 mg/ml Protein gelost und auf eine, mit kerami- 
schem Hydroxyapatit (Macropep Typ I, KorngroSe 80 jim, Bio-Rad) 
gefiillte und mit 10 mM Natriumphosphatpuf fer, pH 6,8, aquili- 
brierte Chromatographiesaule entsprechend 10 mg Protein pro ml 
Saulenbett (etwa 1 Saulenvolumen) , aufgetragen. . 

Durch Elution mit 5 Saulenvolumen 40 mM Natriumphosphatpuf fer , 
pH 6,8, erhalt man die al-AT enthaltende Fraktion mit etwa 0,90 
bis 1,05 Plasmaeinheiten (PE) al-AT pro mg Protein. 

Mit 3 Saulenvolumen 100 mM Natriumphosphatpuf fer , pH 6,8, konnen 
dann noch hauptsachlich inaktives al-AT, Serumalbumin und weite- 
re Plasmaproteine eluiert werden und mit 500 mM Natriumphosphat - 
puffer, pH 6,8, die restlichen Verunreinigungen. 

Es zeigte sich, dafi mit diesem Reinigungsverf ahren al-AT mit 
hoher spezifischer Aktivitat von 1,0 PE/mg (entspricht 130 % 
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relativer Plasma-al-AT-Aktivitat) erhalten werden kann. Das Er- 
gebnis ist in der nachf olgenden Tabelle 1 dargestellt. 

Tabelle 1 





spez .Aktivitat 
PE/ma 


Reinigung 


Gesamtausbeute/ 
% Plasma 


Plasma 


0. 014 


1,0 


100 


nach HvdroxvaDatit 


1.0 


70,0 


14 



Das am pharmazeutischen Markt befindliche al-AT-Produkt Pro- 
lastin (Fa. Cutter) ist laut Herstellerinf ormation zwischen 
45 - 80 % rein und ergibt im Elastasehemmtest eine spezifische 
Aktivitat von 0,60 PE/mg (entspricht 78 % relativer Plasma-al- 
AT-Aktivitat) . 

Beispiel 2: Reinigung von al-AT (Serva) mittels kera- 

mischem Hydroxyapatit 

al-AT von Serva, das mit mindestens 95 % Reinheit (laut Herstel- 
lerangaben mittels SDS-Gel bestimmt wurde) die bisher hochste 
gemessene spezifische Aktivitat al-AT von 0,81 PE/mg aufwies, 
wurde ebenfalls liber keramisches Hydroxyapatit weiterbehandelt . 
Die vereinigten Fraktionen ergaben eine spezifische Aktivitat 
von 0,92 PE/mg {entspricht etwa 120 % relativer Plama-al-AT- 
Aktivitat) . In dem reduzierenden SDS-Excelgel sieht man mit Sil- 
berfarbung der Proteine eine eindeutige Abtrennung von inaktivem 
al-AT und anderer verunreinigender Proteine. 

Beispiel 3: Vorschrift zur Me s sung der Elastasehemmung 

Der Test wurde in Anlehnung einer Vorschrift von J. Bieth, B. 
Spiess und C.G. Wermuth (1974) , The synthesis and analytical use 
of a highly sensitive and convenient substrate of elastase, 
Biochem. Med. 11(4), 350-357, bzw. J. Travis und D. Johnson 
(1981) , Human alphal -Proteinase Inhibitor, Methods of Enzymology 
80, 754-765, erstellt. 
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0,2 M Tris-HCl, pH 8,0 

Tris mit 0,1 % humanem Serumalbumin (HSA) kurz vor 
Verwendung versetzt. 

6 % Elastase (aus Schweinepankreas , Boehringer 
Mannheim) wird 1 : 1000 verdunnt und steril filtriert 
bei -20°C eingefroren. 

22,5 mg Succinyl- (Alanin) 3 -para-Nitroanilid (Bachem 
Feinchemikalien AG, Schweiz) wird in 5 ml Dimethyl- 
formamid aufgeldst und bei 4°C aufbewahrt. 

Die Proben werden mit Tris+ bis zur entsprechenden Konzentration 
verdunnt . 

25 /il Elastase werden mit 275 /*! Tris+ (im Wasserbad auf 25°C 
temperiert) verdunnt und mit 100 pi Probe 3 Minuten bei 25 °C 
inkubiert. Danach wird das Substrat 1 : 10 mit Tris+ verdunnt, 
200 ^tl davon zu dem Ansatz gemischt und sofort die Extinktions- 
zunahme bei 4 05 nm und 25 °C iiber 5 Minuten lang gemessen. Als 
Leerwert der Hemmung werden statt einer Probe 100 /zl Tris+ zum 
Ansatz gemischt. 

Der Leerwert ergibt bei obigem Ansatz zwischen 0,05 bis 0,06 
dA/min. Als Standardkurve dient eine Verdunnungsreihe 1:100 bis 
1:400 von Ref erenzplasma (Immuno AG, 1A3E) . Das Prolastin 
(Cutter) wird aus einer 1 : 50-Vorverdunnung (in Aliquots bei 
-20 °C eingefroren) 1:80 mit Tris+ verdunnt (1 : 4000-Verdunnung) 
und mit der 1 : 150 -Verdunnung des Ref erenzplasmas bei jeder Mefi- 
serie mitgemessen. Bei zu starker Abweichung gegenuber der Stan- 
dardgerade sollte diese Mefiserie verworfen werden oder die Er- 
gebnisse nur als ungefahre Richtwerte angesehen werden. 

Die Hemmung wird errechnet nach: 

% = (1- (dA/min) Probe / (dA/min) Leerwert ) *100 . Die Hemmung der 
Proben soil im Bereich von 20 bis 50 % Hemmung liegen und wird 
dann mittels der Standardgeraden in Plasmaeinheiten umgerechnet. 

Beispiel 4: Charakterisierung verschiedener al-AT- 

Produkte mittels Elastasehemmung 



Tris : 
Tris+ : 

Elastase : 
Substrat : 
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Patentanspruche : 

1. Native, chromatographisch gereinigte al-AT-Praparation, da- 
durch gekennzeichnet , da£ sie eine Reinheit von wenigstens 0,7 
PE/mg Protein und eine relative Plasma-al-AT-Aktivitat von min- 
destens 120 % aufweist. 

2. Preparation nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafi sie 
als eine pharmazeutische Preparation vorliegt. 

3. Preparation nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daS sie aus einem Plasmapool gereinigt ist . 

4. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS sie eine Reinheit von mehr als 0,9 PE/mg auf- 
weist, bevorzugterweise mehr als 1,0 PE/mg, am meisten bevorzugt 
mehr als 1,1 PE/mg, insbesondere mehr als 1,2 PE/mg. 

5. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ sie wenigstens das Isomer mit einem pi -Wert 
zwischen 4,3 und 4,4 enthalt. 

6. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi der Anteil von inaktivem al-AT weniger als 
10 %, vorzugsweise weniger als 5 %, insbesondere weniger als 
2 %, betragt. 

7. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, da!5 sie frei von inaktivem al-AT ist. 

8. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS das al-AT ein konservierendes ist. 

9. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die Isomerenverteilung des al-AT der des nati- 
ven Proteins entspricht, insbesondere einem bei isoelektrischer 
Fokussierung sichtbaren Quadruplet t -Bandenmuster . 
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10. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi sie zur Inaktivierung gegebenenf alls vorhan- 
dener Pathogene behandelt ist . 

11. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi sie in einer lagerstabilen Form vorliegt, vor- 
zugsweise als Lyophilisat oder als Losung, insbesondere als eirie 
Losung, geeignet zur i . v. -Verabreichung, als Aerosol oder als 
Spray. 

12. Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS sie mit Liposomen, Phospholipiden bzw. anderen 
mikro- oder nanopartikuieren Formen assoziiert vorliegt. 

13 . Verf ahren zur Herstellung einer Preparation nach Anspruch 1 
durch Reinigung einer al-AT enthaltenden Fraktion, erheitlich 
mittels Adsorptionschromatographie derart, daS al-AT adsorbiert 
und aktives al-AT in einer Fraktion durch Eluieren gewonnen 
wird. 

14. Verf ahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , daS als 
Ausgangsmaterial Plasma oder eine Plasmaf raktion, insbesondere 
eine an Albumin abgereicherte Fraktion, vorzugsweise Cohn V- 
Niederschlag, eingesetzt wird. 

15. Verf ahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, 
dafi von einer vorgereinigten Fraktion ausgegangen wird. 

16. Verf ahren nach einem der Anspruche 13 bis 15, dadurch ge- 
kennzeichnet,, dafi fur die Adsorptionschromatographie ein anor- 
ganisches Chromatographiematerial , vorzugsweise Hydroxy lapat it , 
am meisten bevorzugt keramisches Hydroxy lapat it , eingesetzt 
wird. 

17. Verf ahren nach einem der Anspruche 13 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS fur die Adsorptionschromatographie ein Anio- 
nenaustauscher, bevorzugterweise in Gegenwart eines Detergens, 
eingesetzt wird. 
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18. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi der Anionenaustauscher Q-Sepharose ist. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi die Adsorptionschromatographie unter Verwen- 
dung eines Puffers durchgefuhrt wird, der frei von Mercapto- 
ethanol ist. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS der beim Eluieren verwendete Puffer einen pH- 
Wert zwischen 5,5 und 8,0 aufweist^ vorzugaweise urn 6,5-6,8. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 16 und 20, dadurch 
gekennzeichnet, dafi der beim Eluieren verwendete Puffer ein Salz 
mit einer Ionenstarke entsprechend 60 mM, vorzugsweise 4 0 mM, 
Phosphat enthalt . 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 15 und 17 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dafi der beim Eluieren verwendete Puffer 
ein Salz mit einer Ionenstarke entsprechend 50 bis 13 0 mM 
Natriumchlorid enthalt. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi ein weiterer Schritt ausgewahlt aus der Gruppe 
Fallung, Filtration, Gelf iltration, Behandlung mit einem anorga- 
nischen Tragermaterial und chromatographische Reinigung durchge- 
fiihrt wird. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die Adsorptionschromatographie an einem Anio- 
nenaustauscher, bevorzugterweise in Gegenwart eines Detergens, 
mit einer Adsorption an Hydroxylapatit kombiniert wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi eine einzige Adsorptionschromatographie durch- 
gefuhrt wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dafi ein 
weiterer Reinigungsschritt vorgesehen ist, der keine Adsorp- 
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tionschromatographie beinhaltet. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 26, dadurch ge- 
kennzeichnet , da£ ein Protein ausgewahlt aus der Gruppe Trans- 
ferrin, Albumin, Orosomucoid und Apolipoprotein in einer weite- 
ren Fraktion gewonnen wird. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 27, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS ein Schritt zur Inaktivierung von gegebenen- 
falls vorhandenen Pathogenen durchgefuhrt wird. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 28, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi als Inaktivierung eine Behandlung mit Deter- 
gens, Losungsmittel und/oder Hitze durchgefuhrt wird. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 29, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi das Eluieren derart vorgenommen wird, dafi die 
orl-AT-enthaltende Fraktion auch das Isomer mit einem pl-Wert 
zwischen 4,3 und 4,4 enthalt. 

31. Verwendung eines Tragermaterials zur Trennung von aktivem 
al-AT von inaktiven al-AT. 

32. Verwendung nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet , daS das 
Tragermaterial ein anorganisches Tragermaterial ist, vorzugswei- 
se Hydroxylapatit, am meisten bevorzugt keramisches Hydroxyl- 
apatit . 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



*■ CLASSIFICATION 0F SUBJECT MATTER 

IPC 6 C07K14/81 A61K38/57 C07K1/16 



According to International Patent Classtfication(IPC) or to both national classification and IPC 



<r. Mont Application No 

PCT/AT 98/00130 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification svmbobi 

IPC 6 C07K A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category J 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



S.K.CHAN ET AL.: "PURIFICATION AND 
CHEMICAL COMPOSITIONS OF HUMAN ALPHA 
1-ANTITRYPSIN OF THE MM TYPE" 
FEBS LETTERS , 

vol. 35, no. 1, September 1973, pages 

79-82, XP002075411 

AMSTERDAM NL 

see the whole document 

EP 0 698 615 A (BAYER CORPORATION) 28 

February 1996 

cited in the application 

see page 7; claim 10; example 1 

-/-- 



1-30 



1-15, 

17-23, 

25-32 



X Further documents are listed in the continuation of box C. 



ID 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 



"A* document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

earlier document but published on or afler the international 
filing date 

V document which may throw doubts on priority dalm(s) or 
which Is cited to establish the publtcationdate of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the pnorrty date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the princple or theory underlying the 
invention 

"X* document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document Is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventtve step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

"&* document member of the same patent family 



Date ol the actual completion of theintematlonal search 



25 August 1998 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B, 5818 Patentlaan 2 
NL • 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Foim PCT/ISA/210 (second siigot) (July 1B92) 



Date of mailing of the international search report 

04/09/1998 



Authohzed officer 



Ryckebosch, A 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



In itlonal Application No 

PCT/AT 98/00130 



^Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' 



Citation ol document, with inoTcatlon,where appropriate, ot the relevant passages 



V.Y. BASIS ET AL.: "PURIFICATION OF HUMAN 

ALPHA-1-INHIBIT0R OF PROTEASES AND 

PRODUCTION OF ANTISERUM FOR THE PROTEIN 

IMMUNOCHEMICAL ESTIMATION. " 

VOPROSY MEDICINSKOJ CHIMII, 

vol. 33, no. 1, 1987, pages 54-59, 

XP002075412 

MOSCOW, RU 

cited in the application 
see page 59 

C.B. 6 LASER ET AL.: "THE ISOLATION OF 

ALPHA-1-PR0TEASE INHIBITOR BY A UNIQUE 

PROCEDURE DESIGNED FOR INDUSTRIAL 

APPLICATION." 

ANALYTICAL BIOCHEMISTRY. , 

vol. 124, 1982, pages 364-371, XP002075413 

NEW YORK US 

see the whole document 

WO 95 35306 A (ALPHA THERAPEUTIC 
CORPORATION) 28 December 1995 

see examples 1,2 

EP 0 221 426 A (MILES LABORATORIES, INC.) 
13 May 1987 

see claims; examples 

EP 0 097 274 A (MILES LABORATORIES, INC.) 
4 January 1984 

see page 10, Hne 25 - page 13, line 19; 
example 4 



Relevant to dafm No. 



1-6, 

13-17, 

23,24 



1-15,17, 

19-23, 

25-29 



Form PCT/tSA/210 (continuation ol cocond shset) (July 1992) 



1-15,17, 

19-23, 

25-29 



1-15, 

17-23, 

25-30 



1-15, 

17-23, 

25-30 



page 2 of 



2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family nwmbm 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



In itlontri Application No 

PCT/AT 98/00130 



Patent family 
member(s) 



EP 698615 



28-02-1996 



Publication 
date 



US 
AU 
CA 
CN 
JP 



5610285 A 
3011195 A 
2156007 A 
1125231 A 



11-03-1997 
07-03-1996 

25- 02-1996 

26- 06-1996 



8176198 A 09-07-1996 



W0 9535306 



28-12-1995 



NONE 



EP 221426 



13-05-1987 



US 
AU 
AU 
CA 
DE 
ES 
JP 
JP 
JP 



4697003 A 
591397 B 
6462486 
1286848 
3686470 
2051684 
2030719 
7064750 B 
62108821 A 



29- 09- 

30- 11- 
07-05- 

23- 07- 

24- 09- 
01-07- 

19- 03- 
12-07- 

20- 05- 



1987 
1989 
1987 
1991 
1992 
1994 
1996 
1995 
1987 



EP 97274 



04-01-1984 



US 
US 
JP 
JP 



4379087 A 
4439358 A 
2050389 C 
58225023 A 



05-04-1983 
27-03-1984 
10-05-1996 
27-12-1983 



Form PCT/ISA/210 (pa tan! famSy »nn«) (JUy 1992) 



INTERN ATTO N ALER RECHERCHENBERICHT 



■ iation«i«s Aktenzoichen 

PCT/AT 98/00130 



tV.SMS S1FIZ1ERUNG DES ANMELOUNGSGEOENSTANDES 

IPK 6 C07K14/81 A61K38/57 C07K1/16 



Nach dor Intama tionalan Patontkfasaifikation (IPK) Oder rmch der nattonalen Klasslflkatlcn und darlPK 
B. RECHE.RCHIERTE GEBIETE 



T?lr' 0r ? leftSr Mirwtestprii ' sl °'' (Klassiflkationssystem und Klassifikationssymtoole ) 

IPK 6 C07K A61K 



Recherchiene aber nicht zum Miraestprufstoff gehorende Veroffentflehungan, sowert dieae unter dia recherchierten Gebiele fallen 



Wahrand dar Internationale* Recherche konsuttlerte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und avtt. verwendete Suchbegrifle) 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorte' 1 



8a2elchnung dar Veroffentlichung. sowert ertorderilch untar Angaba dor in Betracht kommenden Teile 



S.K.CHAN ET AL. : "PURIFICATION AND 
CHEMICAL COMPOSITIONS OF HUMAN ALPHA 
1-ANTITRYPSIN OF THE MM TYPE" 
FEBS LETTERS, 

Bd. 35, Nr. 1, September 1973, Seiten 

79-82, XP002075411 

AMSTERDAM NL 

siehe das ganze Dokument 

EP 0 698 615 A (BAYER CORPORATION) 28. 
Februar 1996 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Selte 7; Anspruch 10; Beisplel 1 

-/-- 



Betr Anspruch Nr. 



1-30 



1-15, 

17-23, 

25-32 



X Weitere Veroffenttichungen eind dor Fortaetzung von Paid C zu 
— 1 entnehmen 



Sieha Anhang PaienHamilia 



•X' 



' Bosondara Katagorion von angagebanen Verfifientlichungen 
•A" Veroffantlichung. dia don aJIgemetnen Stand dor Tochnik dafiniert 
abar nicht als besonders badeutsam anzusehen ist 

£'• alteres Ookumenl, daa jedoch erst am odar nach dam intornationalon 
Anmeloedatum verorfentlicht wordan ist 

V Varoffentlichung, dia geetgnet iat. ainen PrforMtsanspruch zwertelhaft er 
schainan zu lassen. odar durch dia das VerOTenttlchungsdatum oiner 
andaren im Recherchenbericht ganannten Veroffentlichung betagt warden ^, 
soli odar dia aus ainam andaran besondoren Grund angegeban ist (wio 
ausgefuhrt) 

"O" Verottentlichung, dia sich auf aina mundliche Offenbarung, 

aina Benutzung, aina Ausstellung Oder andora Maflnahmen bezieht 

"P" Vsrorfontlichung. dia vor dam intemattonalen Anmaldadatum, aber nach 
dem baanspruchten Prioritatsdatum vororfentticht wordan ist 



Datum das Abschlusses dar internationalen Recherche 



25. August 1998 



Spatere Veroffentlichung, die nach damfntamationalen Anmeldedatum 
odar dam Prioritatsdatum verdffentHcht wordan Ist und mit dar 
Anmeldung nicht kollldiert, sondern nur zum Verstandnis das dor 
Ertindung zugrundeileganden Prlnzips odar der Ihr zugrundelieqanden 
Theorie angegoben ist 

Veroffentlichung von baaondarar Bodoutung: die beanspruchta Ertindung 
kann alloin auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend botrachtai werden 

Veroffentlichung von besondorer Bedeutung; die beanspruchta Ertindung 
kann nicht ate auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
warden, wenn die Veraffenttlehung miteiner Oder mehreren andaren 
yerfiffentlichungen dieser Kategorie i n Verblndung gabracht wird und 
drase Varblndung (Or ainen Fachmann nahaHegend ist 

Veroffentlichung, dia Mltgtled dorselbenPatantf amnio ist 



Name und Postanschrift darlntomatlonafen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.8. 5818 Patentlaan 2 
NL • 2280 HV Rljswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 apo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fofmt>lattPCT/rSA/210<a«t2|(Jun 1992) 



Absendadatum das internationalen Recherchenberichts 



04/09/1998 



BevoHmacntlgtar Bedionstatar 



Ryckebosch, A 



Selte 1 von 2 



INTERNATTONALER RECHERCHENBERICHT 



In adonales Aktenzetehen 

PCT/AT 98/00130 



C^Forttrttunfl) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Bezschnung cter VariftsntUchung, «wwe.l ©rfordertcti unter Angab* der in Botracht kommsnden Tglto 



V.Y r BASIS ET At. : "PURIFICATION OF HUMAN 

ALPHA-1-INHIBIT0R OF PROTEASES AND 

PRODUCTION OF ANTISERUM FOR THE PROTEIN 

IMMUNOCHEMICAL ESTIMATION. " 

V0PR0SY MEDICINSKOJ CHIMII, 

Bd. 33, Nr. 1, 1987, Seiten 54-59, 

XP002075412 

MOSCOW, RU 

in der Anmeldung erwahnt 
slehe Selte 59 

C.B. GLASER ET AL.: "THE ISOLATION OF 

ALPHA-1-PROTEASE INHIBITOR BY A UNIQUE 

PROCEDURE DESIGNED FOR INDUSTRIAL 

APPLICATION." 

ANALYTICAL BIOCHEMISTRY. , 

Bd. 124, 1982, Seiten 364-371, XP002075413 

NEW YORK US 

siehe das ganze Dokument 

WO 95 35306 A (ALPHA THERAPEUTIC 
CORPORATION) 28. Dezember 1995 

siehe Beispiele 1,2 

EP 0 221 426 A (MILES LABORATORIES, INC. ) 
13. Mai 1987 

siehe Anspriiche; Beispiele 

EP 0 097 274 A (MILES LABORATORIES, INC.) 
4. Januar 1984 

siehe Seite 10, Zeile 25 - Seite 13, Zeile 
19; Beispiel 4 



B«tr. Anapruch Nr. 



1-6, 

13-17, 

23,24 



1-15,17, 

19-23, 

25-29 



1-15,17, 

19-23, 

25-29 



1-15, 

17-23, 

25-30 



1-15, 

17-23, 

25-30 



Foimblati PCT/ISA/210 {Fcmstttung von Btatt 2) (Jai 1992] 



Seite 2 von 2 



tNTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angab«n zu VsrMfontlichungen, die zur selb«n Patenttamflte gertdran 



tm Recherche nbericht 
angelQhrtes Patentdokument 



Datum dor 
VerOffentfichung 



It ationales Akt«nzeichen 

PCT/AT 98/00130 



Witglied(er) der 
Patenflamille 



Oatum der 
VerOrfendichung 



EP 


698615 


A 


28-02- 


-19<Jfi 


US 


5610285 A 


11-03-1997 












AU 


3011195 A 


07-03-1996 












CA 


2156007 A 


25-02-1996 












CN 


1125231 A 


26-06-1996 












JP 


8176198 A 


09-07-1996 


wo 


9535306 


A 


28-12- 




KEINE 




EP 


221426 


A 


13-05- 


■1987 


US 


4697003 A 


29-09-1Q87 












AU 


591397 B 


30-11-1989 












AU 


6462486 A 


07-05-1987 












CA 


1286848 A 


23-07-1991 












0E 


3686470 A 


24-09-1992 












ES 


2051684 T 


01-07-1994 












JP 


2030719 C 


19-03-1996 












OP 


7064750 B 


12-07-1995 












JP 


62108821 A 


20-05-1987 


EP 


97274 


A 


04-01- 


1984 


US 


4379087 A 


05-04-1983 












us 


4439358 A 


27-03-1984 












JP 


2050389 C 


10-05-1996 












JP . 


58225023 A 


27-12-1983 



FoimWatt PCT/ISA/210(AnnanoPatenaaiwll»MJu« 1002) 



